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Th1を制御する IL-12と密接な関係を有している。すなわち，IL-23 は特異的な p19


































抗体の薬効評価を行い，抗ヒト IL-23R 抗体が抗ヒト IL-23 抗体同様に治療効果を
示すか検討した。 
 
第 1章．抗ヒト IL-23R 抗体の創製を通じた新規抗体獲得法の検討 
 





タンパク免疫法には，ヒト IL-23R の細胞外領域の配列を pFUSE-mIgG2A-Fc2 
plasmidに組み込んだ発現ベクターを作出し FreeStyle 293 細胞に発現させて精製
した，ヒト IL-23R－マウス Fc融合タンパクを用いた。細胞免疫法には，ヒト IL-23R
の遺伝子配列全長を pcDNA3.1 ベクターに組み込み HEK293 に導入し樹立したヒト
IL-23R安定発現株を用いた。細胞免疫法に用いる安定発現株としては，蛍光標識し
た抗ヒト IL-23R 抗体(R&D systems)を用いたフローサイトメトリーにより IL-23R
が高発現をしているクローンを選択した。V マウスへは，通常の腹腔内に加え免疫
効率が良いとされる footpad内への投与も試みた。 
タンパク免疫法，細胞免疫法，投与部位を種々組み合わせて V マウスに 4 から 8
回免疫した後，マウス血清中の抗体が産生されていることを示す抗体価があがった
ところで, リンパ節と脾臓を摘出し，抗体を産生している B細胞をミエローマ細胞
(mouse myeloma cell SP2/0) と融合させ, ハイブリドーマを作出した。ハイブリ
ドーマスクリーニングの結果，IL-23 阻害活性を示したハイブリドーマに含まれる








細胞免疫法に引き続き，タンパク免疫法を footpad に行ったときのみ，強い IL-23
阻害活性を持つ抗ヒト IL-23R抗体を得ることに成功した。 
強い IL-23阻害活性を持つ抗体のマウス Fc 部分をヒト Fcに置き換え，得られた
抗体の 1 つを AS2762900-00（AS 抗体）と名付け， CHO 細胞に発現させ精製を行っ
たところ，高純度の AS抗体を得ることが出来た。 
 






結合活性は，ヒトの IL-23R-Fc 融合タンパクをプレートに固相化し ELISA系を構
築した。 
IL-23阻害作用は，ヒト IL-23R を内在性に発現し IL-23依存的に増殖することが
報告されている Kit-225 細胞を用い，IL-23 誘発 Kit-225 細胞増殖系を構築した。
AS抗体の評価にあたっては，Kit-225細胞を 96ウェルプレートに播種し，AS抗体 も
しくは対照抗体を細胞に添加した後，ヒト IL-23(Humanzyme, Inc.)を終濃度2 ng/ml
となるように添加し，37°C，5% CO2条件下で 5日培養し，CellTiter-Glo (Promega 
Corporation)を用いて細胞数を測定した。 
また，患部での IL-23 量増加，IL-23濃度が高い条件下では抗 IL-23R抗体が有利
であると考え，この仮説を調べる検討もあわせて実施した。具体的には，IL-23 増
加を反映した条件，すなわち先行の IL-12/23 抗体 ustekinumab の臨床血中濃度に
相当する 1000 ng/ml の抗体濃度で IL-23誘発 Kit-225細胞増殖試験を行った。 
 
＜結果＞ 




る抗ヒト IL-23R抗体 hum20D7及び抗ヒト IL-12/23抗体 ustekinumabと比較した結
果，AS 抗体は IC50 9.6 ng/ml の IL-23 抑制作用を示し，その作用は hum20D7, 
ustekinumabより IC50で 10倍以上強力であった。IL-23増加を反映した条件での検




















ン採血した血液に AS抗体を添加し、10分後に 10 ng/ml の IL-23 (Humanzyme, Inc.)
を添加し、37 °C で 20 分間刺激した。抗体非添加の培地のみのグループをコント
ロールとした。PE標識した Mouse Anti-Stat3 (pY705) (BD Biosciences)と Tリン
パ球を認識するための APC 標識した mouse anti-human CD4 antibody (BD 
Biosciences)で染色した。CD4 陽性の T リンパ球画分中のリン酸化 STAT3 陽性細胞
比率を FACSCalibur instrument (BD Biosciences)を用い測定した。     
IL-17 の産生測定は，まず，カニクイザルの静脈からヘパリン採血した血液を
anti-CD3 抗体及び anti-CD28 抗体で前刺激し，AS 抗体を 0, 30, 100, 300, 1000 
ng/mlで添加した。10 分後に 10 ng/ml の IL-23 (Humanzyme, Inc.)を添加し，37 °C
で 30 分間刺激した。anti-CD3 抗体及び anti-CD28 抗体で前刺激し，AS 抗体及び
IL-23非添加の細胞をコントロールとした。培養上清は 72時間後に回収し，上清中
のサル IL-17量は human IL-17 ELISA (R&D systems, Inc.)を用いて測定した。 
 
＜結果＞ 
結合活性を調べた結果，AS抗体は EC50 値 12.0 ng/mlでサル IL-23Rに結合した。
この活性は前述のヒト IL-23R に対する結合活性と同程度であった。サル血液を用










用いた ex vivo IL-23誘発 STAT3 リン酸化に対する抑制を指標として実施した。AS
抗体は 0.001, 0.01, 0.1, 1 mg/kg，IL-12/23 抗体 ustekinumab は 1mg/kg を各々
カニクイザル静脈内に単回投与し，血液サンプルを回収した。サンプルは、投与前、
投与 0.25時間後、4時間後、day 1, 3, 7, 14, 23, 29, 35, 43, 49, 56, 72, 84, 
112, 134に回収した。PD試験，ex vivo IL-23誘発 STAT3リン酸化は前項のサル交
差性の STAT3リン酸化系に準じて実施した。PK試験，AS抗体の濃度はサル IL-23 R-
マウス Fc 融合タンパクを固相化した ELISA を用いて測定した。 
 
＜結果＞ 
AS 抗体を 1 mg/kg 単回投与した結果，AS 抗体投与前の IL-23 誘発 STAT3 リン酸
化細胞率に対し，85%以上の抑制作用が 84日持続することが明らかとなった。また，
このとき，AS抗体の濃度も 100 ng/ml 以上と IL-23阻害作用を示すのに十分な量が
保たれていることが確認出来た。AS抗体 1 mg/kg 投与群では抗薬物抗体は検出され
なかった。 
なお，予備的安全性試験として，AS 抗体を 0, 10, 30, and 100 mg/kg で各群雌








来た。AS抗体は in vitroで IL-23抑制作用を示し，抗ヒト IL-23R抗体 hum20D7, 抗
ヒト IL-12/IL-23抗体 ustekinumabより 10 倍以上強力な作用を有していた。 
AS 抗体はサル交差性を示し，PK/PD 解析により単回投与で 84 日間十分な阻害，
血中抗体濃度を維持していることが明らかとなった。 
以上の，強力な in vitro の活性と良好な PK/PD プロファイルから，AS 抗体が治
療用抗体として十分な IL-23阻害活性と持続性を有することが明らかとなった。 
 
第 2章 自己免疫疾患制御への応用研究 
 
1．患者血液を用いた作用確認 






ヒト乾癬患者 3 名の血液を用い IL-23 誘発 STAT3 リン酸化に対する AS 抗体の作
用評価を行った。患者血液に AS 抗体を添加し 37°Cで 10分間インキュベートして
から，ヒト IL-23 (Humanzyme)を加え 37°C でインキュベートした。被験抗体の代
わりに培地のみで処理したものを陰性対照とした。phycoerythrin (PE)-抗ヒト
IL-23R 抗体 (R&D systems, Inc.), fluorescein isothiocyanate (FITC)–抗ヒト
CD3抗体 (BD Biosciences)， PerCP-Cy5.5-抗ヒト CD4抗体 (BD Biosciences)で染
色した。固定化した後，Alexa Fluor 647-抗 Stat3 (pY705) 抗体(BD Biosciences)
で染色した。 CD3-陽性 (CD3+)/CD4-陽性 (CD4+)/IL-23 rectptor-陽性  (IL-23 




10 ng/ml の IL-23 で刺激すると IL-23R が発現している CD3+/CD4+ T リンパ球で
STAT3 のリン酸化が亢進した。また，AS 抗体の前処理により，STAT3 リン酸化はほ
ぼ完全に抑制された。 
 










乾癬患者 25名の非病変部皮膚から各患者 4片（直径 6mm）のパンチ生検を得た。
移植を行う前に，各患者から採取した生検サンプルのうちの 1 片から 1 mm のスラ
イスを作製し，移植前の対照とした。生検から 8時間以内に，生検組織サンプルで
ある皮膚片を 8 から 12 週齢の免疫不全マウス NIH-III の背部にマウスの皮膚を置
き換えるように移植した。皮膚片は 3から 4週で生着した。一方，乾癬患者から，
皮膚生検と同時に血液を採取し，末梢血単核細胞（PBMC）を調製した。皮膚片が生
着したところで，リコンビナント IL-2 (Peprotech Inc.)と staphylococcal 
enterotoxin B (Toxin Technologies)で活性化した PBMC を同じ患者の皮膚片皮内
投与し，乾癬様症状の発症を誘導した。刺激した PBMC を皮内投与した 1 日後から
AS 抗体の投与を開始し，1 週間に 1 回 10 mg/head で腹腔内投与した。AS 抗体のヒ
ト乾癬皮膚移植マウスモデルにおける体内動態が不明であったが，他の系統のマウ
スを用いた検討から IL-23阻害に十分な抗体量が維持出来る用法・用量が明らかと
なっていたことから 1 週間に 1 回 10 mg/head に設定した。対照群として、ステロ
イドである betamethasone を毎日 2回塗布した群を設けた。用量としては 1回の塗
布で 10 mg相当で，ヒト乾癬皮膚移植マウスモデルで有効性を示すことが確認され
ている量として設定した。PBMC を皮内投与してから 3 週間後にマウスを安楽死さ
せ，皮膚片を回収し，凍結組織を用いて組織学的染色を行った。表皮の肥厚は，デ

















AS 抗体は乾癬患者由来血液の IL-23R 直下のシグナルである STAT3 のリン酸化に
対して抑制作用を示した。IL-23R を発現している細胞株である Kit-225で認められ












AS 抗体を得た。内在性の IL-23R 発現細胞とカニクイザルを用いた検討により，AS




































Th ：helper T 
Treg: regulatory T 
IL: interleukin 
QOL：quality of life 
TNF: tumor necrosis factor 
GWAS: genome-wide association study 
SNP：single nucleotide polymorphism 
mRNA: messenger ribonucleic acid 
ADA: anti-drug antibodies 
DNA: deoxyribonucleic acid 
ELISA: enzyme linked immunosorbent assay 
PCR: polymerase chain reaction 
EC50: half maximal (50%) effective concentration 
CD: cluster of differentiation  
STAT: signal transducers and activator of transcription 
PK: pharmacokinetics 
PD: pharmacodynamics 
LLOQ: lower limit of quantification 
IC50: concentration causing 50% inhibition 
IFN: interferon 
PBMC: peripheral blood mononuclear cells 
SEB: staphylococcal enterotoxin B 
CK: cytokeratin 
GAPDH: glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
MCP: monocyte chemoattractant protein 
Ct: threshold cycle 
S.E.M: standard error of the mean 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
